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【緒 言 】
我 々の身体 には,睡 眠覚醒,ホ ルモ ン分泌,血 圧調 節な ど多 くの周期 的現象 が認 め られ,時 計
遺伝子 と呼ばれ る一 群の遺伝子群 によ って これ らは制御 されていることが明 らかにな りつつある。
時計遺伝 子 は,ほ 乳類 の成体脳 内では,視 交叉上 核 にお いて24時間周期 で発現 の増減 を繰 り返
して いるが,神 経新生のおこる脳室周囲や海馬で も比較的高発現 であ ることが知 られてい る。 ま
た,神 経新生 に変 化 を来すうつ病 をは じめとす る精神疾患や脳虚血 にお いて,時 計遺伝子の病態
への関与 が示 唆 されつつあるが,そ の因果関係 は未 だ不明であ る。 神経新生 におけ る時計遺伝子
の機能 を解 明す ることは,こ れ ら精神 ・神経疾患 の病態,さ らには新 しい視点 か らの治療法開発
に寄与す る と考え られる。以上 よ り,本 研究で は成体神経幹/前 駆細胞(neuralstem/progeni-
torcells,以下NSPCs)の培養系を用いて,時 計遺伝子 の機能解析 を行 った。
【方 法 】
は じあに,1)6週 齢のオスC57BL/6Jマウスを用 いて,側 脳室周 囲 における時計遺伝子 の
発現 を免疫 組織学的 に検討 した。次 に,2)同 部位 よ り,Seabergらの方法 に従 い,ニ ュー ロス
フ ェア法 を用 いてNSPCsの培養 を行 った。得 られたニ ュー ロス フェアを ば らば らに し,単 層培
養 に播 種 しな お したの ち,a)成 長 因子(epidermalgrowthfactor,以下EGF及 びbasic
fibroblastgrowthfactor,以下bFGF)存 在下 で引き続 き培養 を続 け る一一群(未 分化群)と,
b)成長因子 を除去 し,分 化 を開始 させた一群(分 化群)に 分 け,4時 間毎 に計70時間 にわた り
細胞 を回収 し,ABI7700SequenceDetectorを用 いて計17種類 の時計遺伝子 のmRNA量 の変
化 を測定 した。更 に,3)RNAi法 を用 いてNSPCsの分化 開始 とと もに時計 遺伝子 をノ ックダ
ウ ンし,NSPCsの分化 における機能解析 を行 った。
【結 果 】
解析 の結果,1)6週 齢のオスC57BL/6Jマウスの側 脳室周囲 において時計遺伝子 の発現 を
確 認 した。 これ らは神経前 駆細 胞 マー カー であ るNestinや神経 幹細 胞 マ ー カー で あ るglial
fibriaryacidicprotein(以下GFAP)と 共 染 された。2)NSPCsの 未分 化群 と分化群 におけ
る時計遺 伝子の発現 パター ンの違 いを調べ たと ころ,分 化 に ともな って リズムを刻み始め る遺伝
子,有 意 に発現量 の上下する遣伝子 を複数個同定 した。更 に,3)RNAi法 にて時計遺伝子 をノ ッ
クダ ウ ンした一群 においては,神 経細胞 マーカーであ るmicrotubule-associatedprotein(以下
Map2)陽性細 胞 の割合が減 少す ることが確認 され,NeuroD1をは じめ とす る神経分化 関連遺
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伝子の発現変化が観察された。
【考 察 】
成 体 脳 にお け るNSPCsはその未分化 性 を保持 した ま ま脳 内 に存在 してい る。 本 研究 のin
vitroの系 にお け る結果 によ ると,NSPCsを分化 させ る ことで,時 計遺伝子 の一 部 が リズ ムを
刻 み始 め ることが分か った。 分化 が時計を動 かすのか,時 計 が分化 を進 めるの か,こ の 問いに答
え るべ く,次 にRNAi法 を用 いて時計遺 伝子 をノ ックダ ウ ンした。 その結 果,神 経新 生が抑制
され,NeuroD1の発現変 化 がお こることが認 め られ た。NeuroD1はその上 流 に時計遺 伝子 の
応答配 列で あ るEboxを 複 数有 している。 すなわ ち,時 計遺伝 子がNeuroD1のプロモー ター
領 域 に結 合 し,そ の転 写 を調 節 してい る可 能性 が 考 え られ,NeuroD1はい わ ゆ るclock-
controlledgeneの一つであ る可能性 が示唆 された。
以上 よ り,細 胞時計 が働 き始 めることで,細 胞 内の ダイナ ミックな シグナル変化が起 こ り,結
果 と して分化が進ん で行 くと考 え られた。
【結 論 】
時計遺伝子が,NeuroD1をはじめとする神経分化関連遺伝子の転写調節を介 し,成体脳神経
新生に関わっている可能性が示唆された。
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審 査 結 果 の 要 旨
成体脳における神経幹細胞の存在が明らかになるにつれて,そ の細胞培養技術や分子生物学的
知見が数多 く蓄積されるようになった。 このことは再生医療すなわち神経機能再生を目的とした
新たな治療法開発 という点で期待される成果ではあるが,現時点ではいまだ研究段階であ り臨床
応用には至 っていない。本研究は,成体脳より採取 した神経幹細胞の培養系を用 いて,時 計遺伝
子 という分子群に着 目し,細胞分化に伴 うその発現形式を詳細に検討,さ らに細胞分化に対する
機能を一部解明 した ものであり,神経幹細胞を用いた臨床応用を視野 に入れて行われた基礎研究
である。
本研究では,時計遺伝子と呼ばれる体内時計を司る遺伝子の一群が,神 経新生領域に発現 して
いることを見いだ し,着目した点がユニークである。時計遺伝子はこれまでにも脂肪細胞や免疫
細胞の分化に関与 していることが報告されているが,神経幹細胞に関する報告はない。成体脳よ
り採取 ・培養 した神経幹細胞を分化させた群(分 化群)と 分化させない群(未 分化群)に 分け,
時計遺伝子の発現量を4時 間毎に3日間測定 し,細胞分化に伴う変化 を定量化 した結果,多 くの
遺伝子の発現量にダイナ ミックな変化が認められた。これより,時計遺伝子のシステムが神経幹
細胞の分化 にとって重要な働きを している可能性が示唆されたため,時 計遺伝子の中心的分子で
あるBmal1やClockを合成siRNAを用いてKnockDownし,細胞分化に対する影響について
検討 した。その結果,Map2陽性神経細胞への分化抑制がおこることを見いだし,そのメカニズ
ムの一つ として,NeuroDをはじめとする神経分化関連の転写因子を介 していることを明 らかに
した。以上よ り,時計遺伝子は神経幹細胞の神経分化において重要な役割を担 っていると考えら
れた。
本研究の結果は,こ れまで理解 されていた神経分化の概念に 「時間」 という新たな概念を加え
た点が非常に意義深い。神経領域における再生 は機能改善を最終目標 とするため,分 化だけでな
く,軸索を伸ば し,シナプスを形成 してはじめて機能する神経細胞になるわけであ り,さ らに乗
り越えねばならない問題点は多いが,そのためのステ ップとして本研究のように神経幹細胞の新
たな性質を明 らかにする研究は,重要である。研究内容,方 法,結 果 ともに妥当であ り,適切な
考察 もなされていることから,学位論文に相当するものと考えられる。
よって,本 論文は博士(医学)の 学位論文 として合格 と認める。
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